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はじめに
これまでに若・者らが分離した醇l寺細胞墜溶解酵紫(以下，
j容解隣紫と 略)生産閣のうち，202株と113株について菌学
的分mを行ない，それぞれ Streptomyces hygroscapicus 
と8acilluscer，側 Sに属することを明らかにした1.2)が，そ
ののち分離菌株のrl'に波線的にJif;すると忠われるl妹で，
前 2株よりもさらに強い溶解餅紫を生産する磁のあるこ
とがわかったので， .-j>:~画株についても 歯学的分頬を行な
い，引きつづき溶解餅素生産のための培養条件と酵素の
性質を調べたので報告する。
実 験 方法
1 • 042株の形態観察の方法
ISP(Jnternational Streptomyces Project)街Jf3)に基づ
き作製したt音地を用いて前報Uと同僚に笑施した。肉01羽ヲに
生1状態(Growth)、3t菌糸(Aerialmycelium)， ~ï再表面
のi泊叢色(Colorof colony)， )$;生l泊糸の裏面の色(Reverse
side of∞lony).借地中への鉱散色索(Colorin medium) 
について観察し，光学顕微鏡ならびに走査也子顕微鏡(目
立HHS-2R却 を1日いて胞子鎖(Sporechain morphology) 
を観祭した。
2.薗の生育の最適pHおよび鰻適温度の測定法
前線1)と同機の万法で行ない，生育のpHI立4，5，6.7， 
8. 9， 10のpHの培地で，生育の温度は20，24. 28， 30. 
37， 40， 45， 50'Cの粂{牛で調べられた。
3.炭水化物の資化性観察の方法
lSPで採閉されたPridl-抽m-Gottliebの合成士音地引を用い
て'Ij脅p)と同様に行なった。
( 1) 
4.菌の液体士音墾
前報引の場合と問機に.乾燥酵母(オリエンタル酵母製)
1.0%， K2HP04 0.2%， MgS04・7H20O.OI%(pH 7.0) 
を含む液体培地l00m~に菌を緩縄し，t辰盤フラスコ中て宮8.C，
2日間t音養 し.これを1如吾:養菌液とした。上認の培地に
炭3軽減および室索i僚を加えた士音I也(pH7.0)100meに前庭養
脳波 2~を按桟し， 28.Cで適時保温培養 した。
j容解民事棄の誘導生成におよぽすβ，グ1レカンおよびホス
ホ7 ンナンの彫縛を;凋べる場令は.鮮母エキス0.3%.
(NH4)2S0. 0.2%， KzHPO. 0.2%， MgS04・7H200.01 
%(pH7.0)を含む底地に誘導物質0.5%を加えた培地に菌
を按極 L.28'C. 4 B IUl振量t音鐙した。
t沼吾事養皇終了f後表免'遠心分雛した上i消1背li液夜のpHとi洛容解西静孝索活性
をj詰誠訓測1抑則)川lリ定 した。
使用 した窒素i原および炭素i原は，ポリペプトン.カ ゼ
イン，肉エキス，コーンスチープリカー，大豆粉，ぉ・よ
ぴグルコ ース，醇母グJレカン， グルコ サミ ン，ラミ ナラ
ン，プス トラン，ホスホマ ンナンである。
5.酵母細胞溶解活性(LyticActivity， L. A.と略)
の測定法
自手母細胞溶解活性は Yamamotoらの万法印に より測定 し
た。 Sαcclw.romycescerevisiaeを隊悌エキス0.3%，麦芽
エキス0.3%，ペプトン0.5%，グルコース1.0%(pH6.8)よ
りなる培地100meにJ喪服し， 30.C，20時間振滋t音薬後.こ
の前忠義液15mtを同様の士音I也に-t&!純 し，30.C. 4時間娠
塗f音茶して対数期の細胞を得た。この際母細胞を 5，000
r.p.m.， 10分間遠心分離し，蒸留水でl回， PR緩衝液
(0.6MKC Iを含む0.02M')ン酸緩衝液)で2回洗浄した。
これにPR緩衝液を加えて静母細胞懸濁液と し. lJ;質に
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図-1 Growth of 042 stra in on peptone-
bouillon medium (Ieft) and formation 
of a Iytic zone on yeat medium by 
the strain( center and right) 
用いた。 このとき.14倍に希釈したときの610nmにおけ
る濁皮が0.0.0.7にな るように懸濁液 を調製する。 この
様'i'i液0.5melこ酵素液O.SmeとPR緩衝液1.0meを加え， 40
℃で1時間彼自量(10向往復/分)反応させた後.5miのぷ
留水を加えて浸透圧を下げ，再び10分間仮設して反応液
の渇度(Dt)を610nmで測定し，酵索作用を含まぬ対照の
渇皮(00)との差から次式によって溶解酵索活陀を求めた。
Oo-Dt if?解酵素活性(L.A.)%=ー τr一一XI00
uo 
6. グルカナーセ.活性測定方法
a.酵母グルカンを法質とする測定法
製バン用庄抑~J母より 三崎らの方法7) により 1~1 1H精製し
た両手母グルカンを0.20/0に男子、濁したO.IM酢聞を*~日射液 (pHS.O l
0.5miに酵素液0.5meを加え， 40.C， 20分反応させ‘TCA
混液 (O.IlM CCl3COOH， 0.22M CH3COONa， 0.33M 
CH3COOHを含む)o.Smeを加えて反応を停止させ， 遠心
分離 して上清中の可溶性格 をフェノール硫酸法8.9)て'iH1J定
した。比色li 目立 156型 2 波長分光光度ri~ を朗、\入戸
660nm，入z=490nmて・行ない. グルコースを標準とし 1
mgグルコーえを生成する酵紫f訟をl単位(U)とした。
b，ラミナランをNs貿とするiRtJi.E}J法
市販のラミナラン(NutritionalBiochemical製)を某質
とし lm報剖と問機に40.C，20分反応させ. クルコース
を傑準にして澄元機 1mgを生じる酵紫最を 1単位(U)と
した。
7，マンナーゼ活性測定方法
市販の隊母?ンナン(Sigma製)を1，!;質とし， ラミナラ
ンを基nにした場合と同じ条件て・反応させ.マンノース
を際部にして泣元糠 1mgを生じる両手紫泣を 1却は(u)と
した。
物
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図-2 Spiral spore-chains 01 042 strain 
( Xω0) on tyrosine agar. 14 days. 
実験結果と考察
1， 042株の同定
土壌 より分離された本菌は 1%隊l<J:を含む平板桜I也に
よく生育し，白色粉状の集孫が時間の経過とと Lに中心
部よリ灰色に変化し，独特の土壌央ーを発L，集ifrの周聞
に明らかな溶解併を生じた。(aJ一 1，中央右)。ベプ トン
t音地上では隆起した生育を示し，表耐には不規則な告書が
みられ，周縁lま限局1"1:があった(図ー"左)。顕微鏡下で
は放射状に伸びた豊富な菌糸が顕察された。
これらの特徴から本的は酵母細胞壁溶解鮮索を分泌す
る校総蘭の-H¥であろうと巧えられた。
1 )形態'下的特徴
ノドi抱はチロシン寒天培地(ISP培地7)上で気閣糸を2
Wl":右生L， これを光'手顕微鏡で検鋭すると陶糸はもつ
れあってのびており，先端li2 -3回らせん状に巻いて
いることが観察された(図ー2).ISP指針羽にも採用きれて
いる Pridhamら10)の分頬基敢によると，気菌糸は単純分
校(Simple)で.先端はらせん状(Spira)であった。らせん
の先端は聞いて(Open)おり，各胞子鎖の胞子数li少なく
とも10個以上であ った。
走1i:電子顕微鏡でllI.然した結果は図-3，4， 5のよう
で.胞子の形は円筒状(Cylindri伺 1)で，大きさは 0.7-
0.8μX1.0-1.2μて'あった。 Ettinger1らの提案で ISP
指針にもとリ入れられている胞子表面の類型によると本
菌の場合は平滑(Sm∞th)であった。
ISP指針の8純の沼地に生育した歯の肉眼的観察結果
を袋一 lに示した。ここで通常多くの波線[14がよく生育
することが知られているオートミール土音I也での生lfが悪
かったのは，市販の雛:fL用のインスタント食品を用いた
ため歯の生育に必要なう幹事主索に欠けるところがあったの
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図-3 Scanning electron-micrograph 
of spore-bearing hyphae of 042 strain 
on tyrosine agar 21 days (X2000) 
図-5 Scanning electron-micrograph of 
smooth spores of 042 stra in ( X 
20000) on tyrosine agar. 7 days. 
て肝はないかとtf主iUtJ;きtLた。
以上の結果から本的は Waksmanの検索式1211引Huttel
の検索式.第8版 Bergey's Manual1引により‘ 17昔日.
ACTINOMYCETES AND RELATED ORGAi'lISMS 
ActinomycetalesFl. Streptomycelαceaef'十 5treptomyces 
属に属すると A考えられた。Bergey'sManualの第 81阪で
は属の検索式に細胞宅組成の分析1有力、毎入され. 4鮮に
分けられたが.今同の1存者らの検索ではこのん司法を使用
するまでもなく .属を判l別することが可能であった。
2 )生理的性質
a.生育の温度およびpH
本薗は24"Cから45"Cの問で'1:.l'i可能で.5O"Cでは全〈
生育しなかった。28-37"Cの細川で肢もよく 11殖すると
ころから中弘菌であると4'IJ:;主された。pH5以 Fの昨蚊tWUで
はtiがほとんど生育し主かったが.アルカリ WIJてはpH10
でもよく生育しており，特にpH8 -10におけるifj殖が良
(3 ) 
図-4 Scanning electron-micrograph 
of spore-bearing hyphae of 042 strain 
on tyrosine agar 14 days (x 5000) 
〈最適生育pHはややアルカリ1則にあった。
b.硝酸還元性
硝障費塩の還元性は放線閣の場合，培地条件の微妙な差
によって影響を受けるので，安定した分類の指標とは考
え隊、、とされているが.常法31によリ硝駿塩培地(ISP培
地8)について更硝殿海の存在を訴!べた結果は陽性であ
った。
c.たんぱく質分解力
本蘭を接施したゼラチン借地では 4-5日で菌がt吾I也
の3分のlの深さまで生育し.冷却固化させると対照に
比べて回化時間が長かったので微弱ながらたん白!'l分解
力陽性と判断した。脱脂粉乳沼地の場合も 1週間t音;築後
には閣のJtl殖1'の下は透明になり.ベプトン化の進行し
ていることが観察された。
d.炭素段、の利用性
Pridham. Gottl ieb41が放線菌の分類に炭素i原の利用性
のパターンが有用である ことを提唱して以来多 くの支持
を得ており 9種の絡の資化性がISPの重要な分類基準
にとりあげられているので，著者らはこれらの炭素称、を
中心にさらに広範な炭素源の利用性を調べた。その結果
は表- 2 の通りてe炭素無i~1][J t音地の閣の生育度をー， グ
ルコース添加培地の閣の生育!支を+として，種々の炭素
1原を添加した場合の歯の利用性を一，土+.寸十の4段
階にわけて示しである。
e.メラニン色素の生産性31
hiltJi!閣によって培地に形成される色紫がメラニン系の
Lのであることから. ISPの分知1，li準て'はメラニン色素
の生成をしらべるためにチロンン来天培I也(ISP培地7) 
とペプトン ・鉄培地に酵母エキスをO.I%i奈川した培地
(ISPt昔j也6)を用いるよう指定しているので，これらの
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表一1 Cultural characteristics of 042 strain 
Med ium Cultural cha.raeteri81iee 
Medh.Im 1; I勺 imoderaLe.developing..t Ciret on the 
Tryptone-yea.t e豆"・c' I ・ud・ce.later precipitating to the 
brotb I bottom 
.S;none 
~1ed ・ um 2. I G;moderate.同 Itrictedat the edge 
Yeaal extrac‘mall I・Aomoderale.powdery. whi te 10 gfty 
ex Lrac t・g・， I・R;gray
S; none 
Medium 3; I G:none 
OaLtneal agar 
)1:edium .f; I Gomoder・te.white(，0 liCht gray 
lnorganic u.lts-starch I Ai・bundant.powdery. green i ，h ".1 
.C r I Ri ，'.y 
S.none 
M.edium 5; I G;moderate. res色ricLedat the edge 
01 ycero I -aspa.r・gineagarl Allb酬白川・powrlery.light gr吋
Rogr.y 
S; none 
Medium 6; Oimoder・le.rolded and rai・edwi th 
)'eplone-yeasl extracl I erulted 8urface &t the eds:e 
iron .ca.r I ^帥。，.曲ite but not powdery 
R; none 
S;none 
Medium 7: 
'ryrosine agaT 
G町abundanし rest rac‘ed wi‘h edge 
，^・bυndliLnt.powdeTY， I!;ray 
1.: gr・yi(lhgTeen 
S: none 
Medium 8; G: modera te. develop‘ng onもhe・urr.ce
8act.o.nutrient broth and poor・n(he bo ttom 
s. none 
• G;Growt.h. A;Aeri・Imyulium. R:民eVE:rse. S; Soluble pigment 
.. Commerc j・B・nstanl0・lme.1(Quaker 0・l5.Quaker produc‘，. 
Ausualia LLd.)叫・叫刊
物 学
表-2 Carbon source utilization of 042 strain 
Cabon 
G rowth 
source 
Adoni tol 
D-Arabinose* 
Cellulose 
Dulci tol 
Erythr i tol 
Escul in 
D-Fructose* 
D-G a lac tose 
Glycerol 
2・Inositol*
Inul in 
Lactose 
Ma 1 tose 
D-Mannitol本
D-Mannose 
Mel ibiose 
Na・acetate
Na-ci trate 
Na-Succinate 
Ra f f i nose‘ 
Rhamnoseホ
Sal i c i n 
D-Sorbi tol 
D. Sorbose 
+ 
?
?????????
++ 
S larch 
?
?
??Sucrose* 
Trehalose 
D・Xylose本
D-Glucoseホ
Con lro 1 
一;No growth. :t; Poor growth +; Growlh 
++ ; Moderate growth 
* ; Carbon SOurces required in the test 。f ISP methods manual 
表-3 Physiological characteristics of 
湾地における本菌のメラニン色紫生成能を調べた結果除 042 strain 
性であることがH月らかになった。
f _ ';1'れいしょ，人参，セルロース，でん粉の利用性
ばれいしょおよび人参埼j也に本菌はよく生育し，濃い
灰色の気菌糸を形成した。またでん粉培地に生育した閣
の周辺のヨー ド反応は陰性を示L.菌がでん粉を分解し
ていることが認められたが，泌紙iま全〈利用できなかっ
た。ニれらの生理的性状をまとめて表ー3に示した。
以上の形態的，生理的特徴に基づいて.Bergey's Manual 
第81:&の属から径への検索式を用いて本菌の属する絡を
調べるとNo.J23からNo.194までの71種の中に入るものと考
えられた。また Shirling山らは約400穫の放線的ーについ
て気菌糸および胞子の写兵とともに ISPの標撃に基づい
た記載を行なっているが，これを一つの検索式にまとめ
た野村山の報告に基づいて本閣の分類を試みた。すなわ
ちさきに掲げた性状に.本磁の基生菌糸の背聞の色が偽
色から黒褐色である特徴を加えてこの検索式を参照する
Optimum pH 8 -10 (grow出 ;6 -10) 
28.-37"C (growlh ;担・-45'C) 
(+ ) 
(+ ) 
(+ ) 
(+) 
〔ー )
Optimum temperaL山 e
S'ar曲 hydrolYli・
Liq岨 faet.i曲。rgelaLin 
Milk P叩同ni&lLi加
Nihate reduction 
Chromogen ic i "'1
と，本閣の属する純の範囲はさらに 5純に狭められる こ
とがわかった。これらはS.oli凶 ceus， S. misi加伺SLS，
S. argenteolus. S. libani， S. violaceonigerの5飽て'J，る。
つぎにこれらの幽の炭素の資化件.についての3r..肢をノド菌の場
合と比較検討すると，本歯がラフィノーえを手IJ用:.H米ないの
でこれを利用し うる S.libα叫と S.判。iαcemgerとは省か
れるものかと息われた。そこで本猶ーの観祭給*を S.
oli叩 ce凶'. S. misionensis， S.αrgenteolusについてのISP
(4) 
江幡他:醇母細胞峨j容解M索 一5-
ヨ賢一4 Effect of carbon source on the production of lytic enzyme 
Each carbon source was added at the concentration of 0.5% to the medium containing 
0.3% yeast extract， 0.2% (NH，)zSCλ0.2% K2HPO・， 0.01% MgSO.・7H20(pH7 ). 
The orgaism was cultured at 28・Con a reciprocating shaker for 4 days 
Carbohydrate Lytic activity， % 
Glucose 。
G lucoseamine 4.4 
Yeast glucan 5.3 
Laminaran 18.5 
PU!ltulan 5. 5 
Phos陣omannan 37. 6 
の箇樋記載161e比較した結果，本菌はS.argenteolusに属
するものと同定された。今後.本音菌をS.argenteolus 042 
株を呼称すること とした。
2. St. argenteolus 042株の酵母細胞壁溶解務無産生にお
よlます培地成介の影響
1 )炭素・械の彬特
百字母グJレカ ンをはじめ酵母細胞墜を織成する糖類1.エ
ネlレギー i取としてのみならず溶解酵素の誘獲物質として
役立つことが巧ーえられる。表-4に示したように合成湾
地に 4日t::H援と う浴養した上清の溶解活性1.プストラ ン
>ホスホマンナン>ラミナラン>酵母グルカンの順に高
< • グルコースを添加した場合1.菌の生育は良いが溶解
活性1:全〈示きれなかった。ニの結果はかグルカンやホ
スホマンナンがi'f.i.解醇索の誘噂物質であることを示すも
のであり. 1容解活性のおいt膏養上清はかグルカナーゼ活
作ー も高<.従来の報告にもあるよ うに酵母細胞の溶解作
用にかグルカナーゼが関与していることが示差された。
しかしホスホマンナン添加の場合はi容解活性は高かった
がマンナーゼ活性やかグルカナーゼ活性が認められない
ところからLampenら181;/)'指摘したようにホスホマンナナ
ーゼ(PR-因子)のような酵素かあるいは別穐の溶解酵紫
が誘導されるものと推測された。
2 )乾燥隣母の添加とその最適濃度
著者ら引がさきに溶解酵繁生産菌 S.hygroscop山崎202
徐のt苦I也成分と して乾燥酵母が有効であったので本的の
t音養に用いることとした。K2HPO，0.2%. MgSO，・7
H200.01(pH7.0)の無機温に乾燥酵母を0.5，1， 2. 3% 
添加し. I衝を按純し経時的にt音養液中の酵素活性を調べ
Enzyme activity， U/皿1.
Yeast glucan Laminaran Mannan 
(5 ) 
O. 12 0.36 0.04 
O. 19 O. 13 O. 08 
0.58 0.40 0.02 
0.55 O. 02 0.01 
O. 77 O. 14 0.01 。 0.08 0.01 
図-6に示した。最も高い溶解活性を示したものは乾燥
酵母 1%添加て二 4日間待養した場合であった。グルカ
ナーゼ活件ーも溶解活性とほぼ予行して生成されておりこ
れらの結果はさきに調べた 202株の場合と向じ傾向を示
すものであった。
3 )宅紫i原の影響
上の結米より無機塩に 1%乾燥静母を加えたt吾I砲を法
礎沼地として，これに 1%の各種窒索I原を加えて箇を桜
純し溶解活性を経時的に測定し図ー7に示した。溶解活
性は 4日目に最高にi主し大豆粉>肉エキス>コーンステ
ープリカーの順に.基礎t音I也より高 <，ペプトン，カゼ
インの場合は嵯礎培地よりはるかに低かった。これらの
溶解活性は肉エキスの場合を除けば何れも 6日固までは
安定であった。
以上の結果を総括し.本菌の溶解酵素生産のための縫
発条件を褒ー 5に示すように設定した。
3.各種酵母に対する組酵素の作用
表-6に示した13純Aの酵母を28'C20時間前t音盤後4時
1:fJ本箱獲したものを対数期細胞，25時間本培養したもの
を定常J~I細胞とし，これらの酵母に対する大豆粉糊n~音義液
のi容解活性を測定した。但し Trichosporonpullulansは合成
予板t~J也に18'C2 日間培養を行ない Schizosceccharonyces
pombe 1.同じく 37'C3日間経養を行なって得られたそれ
ぞれの細胞を用いた。 表-6に示されるように本溶解隣
索は定常}切よリ対数期の細胞によリよく作用する。これは従米
の文献とも共通した知見である。また本隊蒸;11.Sαccharomyces 
~. Kluynelomyces fragιi民自chUJ.polymo1前a， Hans伺 ula
anomalaをはじめ Cαπdida属や Kloeckera cortic is 
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表-5 Culture condition for producing the lytic enzyme from St. argenteolus strain No. 042 
Culture rned ium ， % 
物 学
Preculture rnedium， % 
Dried baker's yeast 1.0 
0.2 
0.01 
K2HPO. 
MgSO‘.7H20 
pH 7， shaking for 2 days at 28"C 
Dried baker's yeast 
? ?
??
???
?
??
??
Soybe飢 flour
K21宜l().
均的4 ・ 7~O
pH 7， shakir湾 for4 -6 days at 28"C 
，H 
a 
，H 
g 
60 
~、 嶋 5..a > 40 .・1 ~ 、
. 
4 e亀ぷ・ ，・司詰 . 
・ω同 !八ム o es s 除、 .旬。 -Gag eu Jo にJ 40 
0.4 炉d〉』、
Eコ
20 
2 4 5 6 0・H 。
，H 
l~" 60 
Cul ture per iod 
図-6 Effect of dried baker's yeast concentration 
on the production of lytic enzyme 
St αrgenteolus strain No. 042 was inoculated 
into media containing various concentration of 
dried baker's yeast.，。診6K2HPO. and 0.01 
% MgSO. 7H20 at pH 7.βー1.3-Glucanase ac・
tivity and pH in the culture containing 1% 
dried yeast were also shown in Fig. 6 
など比較的広〈溶解作用を示すことが明らかにされた。
今後本隊索の精製を進めて細胞墜溶解の機構を調べると
ともに酵母細胞内たん白質の抽出への本樟索の利用性を
検討して行き度いと考えている。
要 約
1 .酵母細胞壁溶解隣紫生産幽042株は培養観察，形態的
ならびに生理的特徴からStreptomyesαγgenteolω に属す
るー菌株であると同定された。
?
?
?
??
目 2 3 4 
Culture period 
7 
days 
図-7 Effect of various nitrogen compounds 
on the production of lytic enzyme. 
St. argenteolus strain No. 042 was 
inoculated into media containing 1% 
of one of the nitrogen compounds， 
1% dried baker's yeast， 0.2% 
K2 HP04 and 0.01% MgS04・7H20
at pH 7.The lytic activity of each 
cul ture fluid was determined at 
every interval 
2.本菌株は大豆粉1%. 乾燥パン酵母 1%. K2 HP04 
0.2%. MgS04・7H20 0.01%(pH7.0)を含む士宮地で通
気情養すると溶解酵紫の生産が著しく高められた。
(6) 
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表-6 Degradation of various living yeast cells with Iytic enzyme produced 
from Streptomycesαrgenteolus st. No. 042 
Yeast were aerobicaly grown on a medium containing 0.3% yeast extract， 0.3% malt extract， 
0.5% peptone and 1.0% glucose (pH6.8). 
Cells in the both logarithmic and stationary phases of growth were harvested， washed and 
suspended in PR-bufer. They were incubated with Iytic enzyme for 1 hr at 40・Cunder the 
condition described in Experimental Method. 
Yeast 
Saccharomyces uvarum 
S. cerevi seae 
Saccharomycotsis JitoJytica 
Candida troticalis 
C uti 1 i s
C. troticalis 
Tγichost。γon
HansenuJa a珂omaJa
Kloeckera corticis 
Pi chi a to lymoゆha
RhodotoruJa 9Jutinis 
Klu)'1叩lo7ltyces fra9i 1 is
S chizosacch aromy cesρombe 
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Summary 
1. A strain No.042 producing yeast cel Iytic enzyme was identified as Stretωm戸'esarge悶teolusby the morphological， 
physiological and cultural characteristcs. 
2. When this strain was aerobically cultured in a medium containing 1 %soybean flour， 1 %dried baker's yeast， 0.2 
%K2HPO. and 0.01% MgSO.. 7H20 at pH 7.0， a remarkable amount of Iytic activity was produced in the culture 
filtrate. 
(8) 
